钼酸盐柠檬酸盐络合物及有机酸对棕色固氮菌生长的影响 by 杨胜利 et al.
第 43 卷  第 1 期
 2004 年 1 月
厦门大学学报(自然科学版)
Journal of Xiamen University ( Natural Science)
Vol. 43  No . 1
Jan. 2004 

























2.厦门大学化学系, 福建 厦门 361005)
摘要:将经过 0. 9% NaCl溶液处理 8 h 的棕色固氮菌( A zotobacter v inelandii OP)作为菌种分别接入Burkcs 培养基和
用不同有机酸替代柠檬酸三钠或用不同等摩尔的钼络合物替代钼酸钠的各种改良的 Burkcs 培养基中,分别测定菌
体生长曲线和固氮活性. 结果发现, 与 Burkcs 培养基相比, 以高柠檬酸、苹果酸、马来酸替代柠檬酸三钠或以 K6
[ Mo2O5 ( cit) 2]#5H2O、K 4[ Mo2O5( Hcit) 2]#4H2O和 Na2[ MoO2( Hcit) ]#3H2O替代柠檬酸三钠和钼酸钠的培养基能
促进菌体的生长;以乙醇酸替代柠檬酸三钠的培养基则会抑制固氮菌的生长; 各种培养条件下菌体细胞的 C2H2 还
原活性表现了类似的规律.讨论了固氮酶活性中心 FeMoco 在装配过程中钼的可能运输方式和装配机理.
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  固氮酶由钼铁蛋白和铁蛋白组成. 钼铁蛋白含
有两个金属中心即 M-簇 ( FeMoco)和 P-簇, 前者被
认为是底物络合和还原的活性部位[ 1, 2] , 后者被认
为是固氮酶的电子库, 在固氮酶催化底物还原时参
与电子和质子的传递[ 3, 4] . 根据 K-R模型[ 5] , FeMo-





FeMoco的生物合成至少需要 6种 nif 基因( nif Q,
nif V, nif B, nif H, nif N 和 nif E)产物的参与[ 7] .
FeMoco是在固氮微生物细胞中装配好后插入缺辅
基的固氮酶钼铁蛋白 ( apodinit rogenase) 中的[ 8] .
nif B 基因的产物 nif B-co 是一种含 Fe 和 S 的





1. 1  实验材料






1. 2  实验方法
菌种处理: 将棕色固氮菌 OP 先接种于 Burkcs
培养基 ( pH7. 2) 中, 于 30 e 下振荡培养 14 h 后
( OD475达到 0. 43) , 将菌液离心 ( 4 000 r/ min) 10
min, 收集菌体, 用 0. 9% NaCl洗涤并离心 3次以除
去原始培养基中的残留的营养成份. 最后将离心得
到的菌体接种于 25 mL 0. 9% NaCl溶液[ 11]中, 于





乙醇酸, 高柠檬酸等)代替 Burkcs 培养基中的柠檬
酸三钠,配制各种不同的改良的 Burkcs培养基.
菌体生长曲线的测定: 将经过 0. 9% NaCl溶
液中温育处理的棕色固氮菌菌种按 1%接种量接种
于各种改良的 Burkcs培养基中,在 30 e 下振荡培养
16~ 20 h,其中每隔 2 h取一次培养液, 用 722型分
光光度计测定 OD 475值,分别绘制菌体生长曲线.
固氮菌固氮酶 C2H2 还原活力的测定: 在上述
取样测定菌液 OD 值的同时, 从培养的菌液中取出
4 mL 菌液,置于 25 mL 的疫苗瓶中, 以反口橡皮塞




力( nmol C2H4 formed/ min#mL) .
2  实验结果
2. 1  棕色固氮菌在 0. 9% NaCl溶液中的生
长状况
在 Burkcs培养基中培养的菌体,经 0. 9% NaCl
溶液温育( 30 e )处理(饥饿处理)时, 在最初的 8 h
时间内,菌体仍能生长(图 1) .由图 1可见,在 0. 9%
NaCl溶液中, 随着时间的推移, 其菌液的 OD 475值




2. 2  不同有机酸对棕色固氮菌生长的影响
 图 1  棕色固氮菌在 0. 9% NaCl溶液中的生长状况
 Fig . 1  Growth situation of A . vinelandii OP in 0. 9%
NaCl solut ion
  将经过饥饿处理的棕色固氮菌按 1%的接种量
接入 Burkcs培养基中和以马来酸、高柠檬酸等替代
其中的柠檬酸三钠的改良的 Burkcs培养基中, 在
30 e 下振荡培养, 测定其菌体生长曲线及相应的







生长期和后期( 16 h后) ,菌体的生长速率虽仍有较
大的差别,但逐渐缩小,趋向一致.只有加入乙醇酸
 图 2  棕色固氮菌在含不同有机酸的改良的 Burkcs 培养基中的生长曲线( a)和 C2H2 还原活力曲线( b)
1: malic acid; 2: maleic acid; 3: homocitric acid ; 4: tr isodium citrate; 5: gly colic acid
 Fig. 2  The g rowth curves ( a) and a C2H2 r eduction activit y curves ( b) of A . vinelandii cultured in modified Burkcs
medium containing different or ganic acids
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 图 3  棕色固氮菌在含不同钼化合物的改良的 Burkcs 培养基中的生长曲线 ( a) 和 C2H2 还原活力曲线( b)
1: Na2MoO4+ citrate; 2: K6 [ Mo2O 5( cit) 2]#5H2O; 3: K4 [ Mo2O 5( Hcit) 2 ]#4H2O; 4: Na2[ MoO2( Hcit) ] #3H2O
 Fig . 3  The gr owth curves ( a) and C2H2 r eduction activ ity curv es ( b) of A . v inelandii clutured in modified








马来酸的培养基中培养的菌体的 C2H 2 还原活力明
显高于在 Burkcs培养基中培养的菌体的活力, 而在









三钠) 中, 培养 8 h后, 每隔 2 h取菌液测定 OD 475
值, 同时取菌液测定其 C2H2 还原活力, 结果如图 3
所示. 由图3可见, 不同含钼化合物对棕色固氮菌生
长的影响是不一样的, 在含 K4 [ Mo2O5 (Hcit) 2] #
4H2O和 K6 [ Mo2O5 ( cit ) 2] #5H2O的培养基中培养
的固氮菌, 其菌体生长速率明显高于在 Burkcs培养基
中的生长速率. 而在含 Na2 [ MoO2 ( Hcit ) ] #3H2O
的培养基中培养的固氮菌的生长速率略高于
 图 4  棕色固氮菌在含不同过渡金属化合物的改良的 Burkcs 培养基中的生长曲线 ( a) 和 C2H2 还原活力曲线( b)
1: Na2MoO4; 2: Na2WO4; 3: Na6[ W2O5( cit) 2] #10H2O; 4: V2O5
 F ig. 4  The grow th curves ( a) and C2H2 r eduction activ ity cur ves ( b) of A . v inelandii cultured in modified Burkcs
medium containing different transient metal compounds
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在 Burkcs 培养基中的生长速率. 在含 K4 [ MoO3
(cit ) ] #2H2O 的培养基中培养的固氮菌的生长速率
与前者相同(图 3中未列出) . 各种培养物的 C2H2 还
原活性曲线的变化也表现了类似的规律.
2. 4  不同过渡金属化合物对棕色固氮菌生长
的影响
将经饥饿处理的固氮菌菌液按 1%接种量分别
接种于用 V2O5, Na2WO4 及 Na6 [ W2O5 ( cit ) 2 ] #
10H 2O等化合物取代钼酸钠和柠檬酸三钠的改良的
Burkcs培养基中,以 Burkcs培养基培养物为对照, 培
养 8 h 后每隔 2 h 取样测菌液的 OD 值,同时取样测




氮酶的事实相符; 而在含 Na2WO4 和 Na6 [ W2O5
( cit) 2] #10H2O的培养基中培养的固氮菌,其菌体生
长缓慢.







于合成固氮酶. 因此, 将在 Burkc s 培养基 ( 含















从0. 43上升到 0. 94, 其中氮源来源于菌体固氮, 铁
来源于藏铁蛋白( Ferrit in) , 钼来源于钼贮存蛋白, 硫
可能来自于与铁和钼结合的含硫化合物.另一方面,




(在 nif H 基因产物的作用下)为硫代钼-有机酸络合





. 根据 Rangaraj 等的工
作
[ 15]






如含高柠檬酸的培养基中菌体 OD475值在 12 h后为
0. 480, 而在含柠檬酸的为 0. 202,含马来酸的为 0.
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The Ef fects of Cit rato-molybdate Complex and Organic Acids
on the Growth of A z otobacter v inelandii OP
YANG Sheng- li1 , LONG Min-nan1, ZHOU Zhao-hui2, XU Hu-i juan1,
HOU Shu-ya2, ZHANG Feng-zhang1, XU Liang-shu1 , WAN Hu-i lin2
( 1. The Key Lab. of Edu. Ministry for Cell Biol. and Tumor Cell Eng. , School of L ife Sciences,
2. Dept. of Chem . , Xiamen U niversity, Xiamen 361005, China)
Abstract: Az otobacter vinelandii OP, after being t reated in 0. 9% NaCl solut ion for 8 h at 30 e , w as cultured
under dif ferent Burkcs medium which w as modified by subst ituting cit rate with homocit ric acid and some other
organic acids or by replacing molybdate and cit rate w ith different cit rato-molybdate complexes including K6
[ Mo2O5( cit ) 2] #5H 2O, K4[ M o2O5(Hcit ) 2]#4H 2O, Na2[ M oO2( Hcit ) ] #3H2O, to test the effects of these sub-
stances on the grow th and the corresponding C2H2 reduction act ivity of bacteria cells. It is found that homoc-
it ric, malic, maleic acid and citrato-molybdate complexes could st imulate the g row th of the A . vinelandii in
different degree, w hile glycolic acid inhibited the grow th of the A . vinelandi i . Among several organic acids
studied, the grow th rate of A . vinelandi i reached the highest in modif ied Burkcs medium containing homocit ric
acid. Sim ilar chang ing pat tern w as also observed in the C2H2-reduction activity of dif ferent cultures.
Key words: Az otobacter vinelandii ; cit rato-molybdate complexes; organic acids; g row th curve
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